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COMPOSITION A BASE DE MONOXYDE D * AZOTE EN TANT QUE 

MEDICAMENT 

La presente invention concerne 1' utilisation 
d'une composition gazeuse stable a base de monoxyde 
d' azote (NO) et de dioxyde de carbone (C0 2 ) pour la 
fabrication d*un medicament gazeux destine au 
5 traitement ou a la prophylaxie par voie intra- 

: — vascniiaire^de^^-^ischemie^ — etr, — en— particulier — de 

1'embolie. 

Le monoxyde d 1 azote est produit naturellement 
chez le mammif&re par une enzyme, la NO-synthase, 

10 laquelle est exprimee de fagon constitutive dans les 
cellules endothelials, dans les plaquettes et dans 
le systeme nerveux central et peripherique. Une autre 
forme de NO-synthase calcium-independante, peut etre 
induite par differents stimuli (notamment des 

15 liposaccharides) dans de nombreuses cellules telles 
que les macrophages, les lymphocytes, les cellules 
myocardiques, les cellules endotheliales et les 
cellules musculaires lisses. 

Le monoxyde d 1 azote est un messager biologique 

20 important chez les mammif feres et cette molecule joue 
un rdle determinant dans le contrdle local de 

I • h&modynamique . 

On a pu mettre en evidence la liberation de NO 
par les cellules endotheiiales en cas de variations 
25 du debit sanguin. Le monoxyde d» azote apparait 
notamment comme une composante majeure de 

I I adaptation physiologique du diametre vasculaire a 
la perfusion sanguine : ainsi au niveau coronaire, 
I'hyperemie reactive est att£nu£e de fagon notoire. 

30 Inversement, une augmentation chronique du debit 
sanguin produite par une fistule arterioveineuse 
augmente les relaxations dependantes de 
1' endothelium. 

La capacite du monoxyde d 1 azote produit au 

35 niveau de la paroi vasculaire et dans les tissus 
avoisinants a reguler de fagon precise le tonus 
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vasculaire par adaptation du debit sanguin est 
reinarquable. De meme, on a emis l'hypothese que le NO 
libere lors de l'activite neuronale pourrait reguler 
le tonus de la microcirculation cerebrale, couplant 
5 ainsi l'activite et le debit sanguin cerebrai. On 
rappellera egalement le role de NO dans la regulation 
de la proliferation du muscle lisse vasculaire 

laquel-te— est— un-^cteur^^te 

vasculaire. 

10 Le monoxyde d' azote controle par ailleurs la 

permeabilite veinulaire post-capillaire. 

Le monoxyde d' azote participe aussi a des 
mecanismes de regulation hormonale, au niveau du rein 
en inhibant la liberation de renine, au niveau 

15 cardio-vasculaire, en antagonisant la liberation du 
f acteur natriuretique (ANF) . 

Enfin, in vivo, l 1 activation plaquettaire est 
sous le contrdle permanent du monoxyde d' azote 
endothelial, et dans un moindre degre sous celui de 

20 la propre NO synthase plaquettaire. Lors de 
l'agregation, les plaquettes liberent des nucleotides 
(ATP, ADP) , de la serotonine, du PAF, du thromboxane 
A2 et de la vasopressine; elles peuvent aussi initier 
la cascade de la coagulation en liberant de la 

25 thrombine. En reponse a l'ATP, l'ADP, la serotonine, 
le PAF et la thrombine, les celluleis endotheliales 
liberent du NO et de la prostacycline qui agissent en 
synergie pour prevenir et contrer le processus 
d 1 agregation plaquettaire. 

30 La diminution anormale du taux de monoxyde 

d 1 azote observee dans le cas de nombreuses 
pathologies semble confirmer 1* importance du role 
joue par celui-ci dans l'organisme. Une telle 
diminution est caracteristique de 1 •hypertension, de 

35 I'hypercholesterolemie, de 1 'atherosclerose et du 
diabete. 
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De meme, une reduction tres precoce de la 
liberation basale de NO serait a l'origine des 
troubles lies a la reperfusion de territoires 
ischemics, tels que la thrombose coronaire et le 
5 vasospasme. 

Sur la base de ces diverses constatations, 
divers agents vasodilatateurs ont ete mis au point a 
ce jour : ces substances connues sous la designation 
de nitrovasodilatateurs produisent du NO in vivo et 
10 suppleent ainsi a un defaut de NO endogene. On peut 
citer, par exemple, la molsidomine ou le 
nitroprussiate de sodium, lesquels permettent de 
prevenir les phenomenes d' adhesion et d'agregation 
plaquettaire. 

15 De fagon a pallier une production insuffisante 

de NO, on a, de meme, propose 1 • administration de L- 
arginine ou d' analogues de la L-arginine, le* L- 
arginine intervenant directement dans la biosynthese 
du monoxyde d' azote, en tant que substrat de la NO- 

20 synthase. 

Au vu de la contribution significative du 
monoxyde d' azote au maintien d'une basse pression au 
niveau de la circulation pulmonaire et de 
1 ■ importance de 1 1 ef f et vasodilatateur local 

25 resultant, on a, par ailleurs, suggere 
1 'administration directe de NO par voie inhal^e dans 
le traitement de 1 •hypertension arterielle pulmonaire 
aigue. Les nombreuses recherches realisees en ce sens 
ont demontre l'efficacite therapeutique d'un melange 

30 gazeux de monoxyde d 1 azote et d 1 azote inhale a des 
doses comprises entre 1 et 20 ppm de NO sur des 
patients souffrant de detresse respiratoire aigue : 
une reduction de 1 ' hypertension arterielle pulmonaire 
eventuellement accompagnee d'une amelioration des 

35 rapports ventilation-perf usion par baisse du shunt 
intrapulmonaire sont en effet observees. 
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Neanmoins, ce type d • administration par voie 
inhalee presente 1 • inconvenient majeur d'entrainer la 
formation de N0 2 par reaction du NO inhale avec 
1 1 oxygene present au niveau des alveoles pulmonaires. 
5 Or, le dioxyde d' azote est une substance hautement 
toxique pour le poumon. Un autre desavantage de la 
methode est lie a la necessite de realiser le melange 

const itue de monoxyde-^d^zote7 — d 1 azote et— d • oxygene" 

de fagon extemporanee, le temps de contact entre NO 
10 et 0 2 devant etre le plus court possible. 

De plus, l f administration par voie inhalee 
limite de toute evidence faction du monoxyde d' azote 
exogene aux zones yentilees du poumon. 

Une injection intra-vasculaire du melange 
15 utilise constitue d' azote et de NO n'est en effet pas 
envisageable dans la mesure ou elle entralnerait 
l'embolie gazeuse. 

C'est dans ce contexte que la presente invention 
a etfc realisee. 

20 L» invention concerne alors 1 'utilisation d»une 

composition gazeuse contenant du monoxyde d' azote 
(NO) et du dioxyde de carbone (C0 2 ) pour la 
fabrication d'un medicament gazeux destine au 
traitement ou a la prophylaxie par voie intra- 

25 vasculaire de l f ischemie, chez l'homme ou l 1 animal. 

Plus pr€cisement, l 1 invention concerne 
1 'utilisation d*une composition gazeuse contenant du 
monoxyde d 1 azote (NO) et du dioxyde de carbone (C0 2 ) 
pour la fabrication d'une medicament gazeux destine 

30 au traitement ou a la prophylaxie par voie intra- 
vasculaire de l'embolie, chez l'homme ou 1» animal. 
Dans le cadre de la presente invention: 
- le terme ischemie designe un arret total ou 
partiel de la circulation sanguine dans une zone 

35 localisee de I'organisme humain ou animal; 
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- et le terme embolie designe, quant a lui, une 
obliteration d'un vaisseau sanguin par un caillot ou 
un corps etranger vehicule par le sang jusqu'au lieu 
oH le calibre du vaisseau sanguin est insuffisant 
5 pour permettre son passage ♦ 

L'embolie est done une forme particuliere 
d'ischemie. 

Le medicament gazeux de 1' invention est, de 
preference, constitute du seul melange de gaz 

10 carbonique et de monoxyde d 1 azote; toutefois, 
1" addition d'au moins un gaz dans le groupe forme par 
le xenon, le krypton, le protoxyde d 1 azote et leurs 
melanges, audit melange de C0 2 et de NO est egalement 
envisageable dans le cadre de 1' invention. 

15 La concentration de NO dans le melange gazeux NO 

+ C0 2 est une concentration efficace, de preference 
comprise entre 1 et 100 ppm. Une concentration 
inferieure a 1 ppm n'est pas souhaitable dans la 
mesure ou une concentration minimale de 2 nM de NO 

20 est detectee dans le plasma sanguin d'un mammifere 
sain. Une concentration super ieure a 100 ppm entralne 
une disparition progressive de l'effet therapeutique. 
Les raisons du peu d f activite observee a de telles 
concentrations sont encore inconnues, roais pourraient 

25 etre liees a une toxicite locale ou eventuellement a 
la saturation des recepteurs du monoxyde d 1 azote. 

Selon un mode de realisation prefere, la 
concentration de NO dans le melange medicamenteux est 
comprise entre 15 et 30 ppm. 

30 La stabilite du medicament gazeux de 1' invention 

permet son stockage sous press ion dans des 
conditionnements classiques du type bouteilles en 
acier ou alliage leger a base d 1 aluminium. 

De fagon a eviter tout risque de contamination, 

35 on optera avantageusement pour des bouteilles en 
alliage leger a base d'aluminium. Les conditions de 
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stockage prfeferees assurant une stabilite superieure 
a 2 ans sont une temperature comprise entre 15 et 
30°C, de preference 20 et 25°C, et une pression 
comprise entre 20 et 30 bars. 
5 Le medicament gazeux de 1 1 invention est 

administrable par voie intra-vasculaire, sans risque 
d f embolie gazeuse, par exemple par voie intra- 

airt^rxetteT — par — vole — intra-cardiaque — ou — par — voie 

intra-veineuse . 

10 Dans le cas d f une administration intra- 

vasculaire, on aura pref erablement recours a un 
catheter introduit au niveau du vaisseau sanguin 
traite. Les catheters utilisables a cet effet sont 
ceux habituellement employes dans la technique. La 

15 nature du mater iau formant le catheter n'est pas 
critique en soi; on recommande neanmoins un mat§riau 
souple, tel que le silastene. Son implantation dans 
le vaisseau sanguin est realisee de fa<?on connue en 
soi, par exemple, apres anesthesie locale et 

20 incision. Par commodite le catheter peut etre 
maintenu par ligature h la suite de quoi 1" incision 
peut etre refermee ou non. 

Lors de I 1 injection, on prendra les precautions 
necessaires habituelles de fagon a eviter 

25 l'agregation plaquettaire et la coagulation au niveau 
de l 1 orifice. > 

En ce sens, on pourra avantageusement proceder a 
1 'administration d $ une solution physiologique 
heparinee avant et apres injection du medicament 

30 gazeux de 1» invention. 

Concernant le debit d 1 injection , 1 - homme du 
metier pourra facilement le determiner, etant 
entendu qu'une solubilisation immediate du medicament 
gazeux au fur et a mesure de son administration est 

35 des plus souhaitables : ce faisant, on evitera la 
formation de bulles de gaz. Chez 1* homme un debit 
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inferieur a 20 ml/mn et, de preference, inferieur a 
10 ml/mn, mieux encore 8 ml/mn conduira a une 
efficacit£ optimale. Ces chiffres n'entendent 
cependant nullement limiter l 1 invention. II est clair 
5 en effet, que le debit d* injection est fonction du 
debit sanguin du vaisseau traite. 

La quantite de composition medicamenteuse devant 
etre administree depend, quant a elTe^ ae~ T'age du 
patient, de la gravite de 1 • affection dont il souffre 

10 et de la concentration en NO de la composition 
gazeuse injectee. 

Selon 1' invention, une intervention au niveau 
d'un vaisseau arteriel serait preferee. En effet, on 
a pu constater que dans les arteres, la concentration 

15 en oxyhemoglobine est telle que la fixation de 
monoxyde d* azote sur 1 'hemoglobine est nettement 
dfefavorisee. De ce fait, la formation de 
methemoglobine par liaison du monoxyde d 1 azote avec 
I'hemoglobine n'aurait lieu qu'en quantite 

20 insuffisante pour provoquer une eventuelle inhibition 
de l 1 effet therapeutique du monoxyde d 1 azote et 
notamment de son effet vasodilatateur et anti- 
agregant plaquettaire. 

De recents travaux ont montre que le monoxyde 

25 d 1 azote peut aussi reagir avec des proteines, telle 
l 9 albumine f pour former des S-nitrosothiols, dont la 
duree de vie est plus longue que celle du NO libre. 
Ces especes presentant une activite biologique 
comparable a celle du NO libre, on comprend que 

30 l f efficacite des compositions medicamenteuses de 
l 1 invention ne s'en trouve pas diminuee. 

Les compositions medicamenteuses de 1' invention 
conviennent parf aitement au traitement de l f ischemie 
et de l'embolie lorsque administrees par injection 

35 intra-vasculaire : intra-arter ielle , intra-cardiaque 
ou intra-veineuse. 



WO 97/15311 



PCT/FR96/01610 



8 

Les exemples 1^3 qui suivent illustrent la 
stabilite des compositions de 1" invention, ainsi que 
leur utilite therapeutique, en reference aux Figures 
1 et 2 annexees. 

5 

gXEflPLE 1 

Divers melanges de monoxyde d 1 azote et de gaz 

carbonique ont ete prepares et conditionnes dans des 

10 bouteilles de type B5 en alliage l#ger, a base 
d 1 aluminium, commercialisees par S.M. GERZAT sous une 
pression de 24 bars. Dans ces melanges, la 
concentration initiale du monoxyde d f azote a et§ 
fixee a 20 ppm. La stabilite de la concentration en 

15 NO a ete etudiee pour trois bouteilles conservees a 
temperature ambiante sur une periode de 16 mois. 

La valeur de la concentration en NO est raesuree 
par un analyseur a chimi luminescence dans la gamme de 
0 a 100 ppm, calibre avant chaque mesure a l'aide 

20 d'un melange etalon NO/N 2 a 90 ppm. L^nalyseur a 
chimiluminescence utilise est le TOPAZE 2020 fabrique 
par COSMA. 

A 1* issue d'une periode de 16 mois, aucune 
decomposition du monoxyde d' azote dans les melanges 
25 N0/C0 2 conserves a temperature ambiante n'a pu etre 
detect§e. De fait, les seules fluctuations mesurees 
dans la valeur de la concentration en NO restent 
infer ieures a la precision de l 1 analyse. 

Ces rfesultats confirment la stabilite des 
30 compositions medicamenteuses de 1* invention. 

EXEMPLE 2 

L f utilite therapeutique des compositions 
35 medicamenteuses de 1 1 invention a ete demontree sur un 
modele experimental. Plus precisement, cet exemple 
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vise a mettre en evidence les proprietes 
vasodilatatrices in vivo de compositions gazeuses 
constitutes d'un melange de C0 2 et de NO au niveau 
coronarien sur un modele d'ischemie myocardique 
5 multifocale chez le rat. 

L'essai a ete realise sur des rats Wistar m&les 
d ! un poids moyen de 260/280 g, £ges de trois mois. 

Pour P administration des compositions de 
l 1 invention, on a procede a la mise en place de 
10 catheters souples debouchant dans le ventricule 
gauche . 

Les rats sont mis a jean la veille au soir de 
l 1 experimentation, pendant 20 heures. 

Une anesthesie au Chloral est pratiquee par 

15 administration intraperitoneal de 360 mg/kg 
d'anesthesique. La carotide gauche est dtgagee et 
clampee sans lesions des plans musculaires. , Un 
catheter souple en silastene rempli de serum 
physiologique heparine a 2% est introduit par voie 

20 retrograde jusqu'au ventricule cardiaque gauche 
(environ 5 cm de catheter) . Le catheter est maintenu 
en place par deux f ils de ligature et est ressorti en 
passant sous la peau au niveau de la partie dorsale 
de la tete. L* incision est refermee. L f animal se 

25 reveille de son anesthesie en 60 a 90 minutes. La 
permtabilite du catheter est verifiee et du serum 
physiologique heparine reste dans le catheter. 

Trois heures apres le reveil, l^ctivite 
spontanee des animaux est redevenue normale. 

30 L'extremite du catheter est prolongee avec un 
catheter classique (Biotrol) de 600 jx de diametre 
interieur d'une longueur de 30 cm pour les injections 
ulterieures. 

Diverses experiences sont realisees sur un 
35 groupe de rats sains et sur un groupe de rats 
embolises . 
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Le protocole operatoire siiivi af in d 1 induire 
I'ischemie myocardique multifocale est le suivant, 

L' embolisation est provoquee par 

1' administration chez un rat sain de 0,4 ml de 
5 dextran a 20% contenant 40000 microspheres d'albumine 
de 50 p. microsonnees et maintenues en suspension par 
agitation, L' injection est realisee en une minute par 

— 1 ' inte f raed i air e du cath eter i nt r a-ven tric ul ai re. — 

0,2 ml de serum physiologique sont alors 
10 administres par la meme voie pour pousser 1 1 ensemble 
des microspheres dans le ventricule. Ces microspheres 
se repartissent dans I'organisme en fonction des 
fractions de debit cardiaque et en particulier dans 
le myocarde. Chaque microsphere obture une arteriole 
15 et entraine une microembolisation. Apres 
1 'administration des microspheres, un laps de temps 
de 30 minutes est respecte pour le developpement de 
1 • ischemie avant 1 1 apparition de 1 1 oedeme . Les rats 
de 1' autre moitie du lot ne sont pas embolises. 
20 Le catheter est alors connecte a un regulateur 

de debit gazeux relie a une source 
d'approvisionnement du gaz devant etre injecte. 

Du vert d'indocyanine (10 /xl) est place dans le 
catheter afin de visualiser le deplacement du serum 
25 physiologique. Le regulateur de debit gazeux est 
ouvert et le gaz est pousse a debit constant dans le 
catheter pendant une minute. 

Apres ce temps d'une minute, le catheter est 
deconnecte du regulateur, et le reste du gaz se 
30 trouvant dans le catheter est pousse par 0,2 ml de 
serum physiologique. 

Immediatement (10 secondes) apres une solution 
d*isopropyl iodo amphetamine (IAMP) marquee a 1 • iode 
125 sous un volume de 0,2 ml est administree par la 
35 meme voie et poussee par 0,2 ml de serum 
physiologique. 5 minutes apres cette derniere 
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administration, les rats sont sacrifies par 
decapitation. Du sang est preleve sur heparine et 
rapidement centrifuge pour isoler le plasma et les 
hematies. Environ 200 mg de foie sont preleves. Le 
5 coeur est degage et separe en endo et epicarde par 
dissection. 

La radioactivite des quatre tissus, plasma, 
foie, epi et endocarde, est alors comptee par 
spectrometrie gamma (Appareil Intertechnique) en 
10 reglant le canal A sur le pic de l'iode 125. 

Les resultats obtenus sont exprimes en nombre de 
coups par minute et par gramme de tissus. 

La radioactivite du plasma nous permet de 
calculer un debit sanguin dans chaque tissu coropte- 
15 tenu du debit cardiaque moyen qui est de 180 rol/mn 
chez le rat. 

Les debits tissulaires sont exprimes en 
ml/mn/100 g de tissu. 

20 EXEMPLE 2A 

Une premiere serie d 1 experience a ete realisee 
en suivant le protocole general expose ci-dessus a 
partir de 12 rats, dont 6 sains et 6 embolises, sans 
25 injection de gaz. g 

Les valeurs temoins correspondantes des debits 
sanguins ont 6te rapportees dans le tableau A ci- 
dessous: 
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TABLEAU A 





Debits sanguins (ml/mn/100 g) 


Rats temoins 


Rats embolisms 


Endocarde 


28,7 +/-1,4 


20, 5 +/-1, 1** 


Epicarde 


24,6 +/-1,1 


23,3 +/-0,8 


R = Endo/Epi 


1,16 +/-0,15 


0,87 +/-0,02** 


Foie 


73 +/-3 


68 +/-3 [ 



n = 6, m +/- ESM, ** p = 0,01 (test t de 
5 Student) comparaison entre embolises ou non. 

Le debit basal de l f endocarde est superieur a 
celui de 1' epicarde d f ou un rapport endocarde sur 
epicarde superieur a 1. L'embolisation porte plus sur 
10 1» endocarde que sur 1* epicarde d'ou une inversion 
significative du rapport. L'embolisation entraine une 
diminution significative des debits cardiaques alors 
qu'au niveau du foie, organe pris comme reference, la 
diminution observee est tres faible. 

15 

EXEMPLE 2B 

Une deuxieme serie d 1 experiences a 6te realisee 
en suivant le protocole general expose a 1'exemple 2 
20 a partir d'un groupe de 6 rats sains auxquels on 
administre des melanges de NO et CO2. 

Le NO a ete perfuse pendant une minute aux 
doses de 20 ppm avec un debit de 0,4; 0,6 
respectivement 0,8 ml/mn et de 200 ppm avec un debit 
25 de 0,6 ml/mn. 

Le tableau B ci-dessus rapporte I 1 ensemble des 
resultats obtenus : 
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TABLEAU B 



Debits sanguins (ml/ron/100 g) 






Cl-20 ppm 
d2=0,4 ml/mn 


Cl=20 ppm 
d2=0,6 ml/mn 


Cl=20 ppm 
d2=0,8 ml/mn 


Cl=200 ppm 
d2~0,6 ml/mn 


Endocarde 


44,8 +/-1,0 


51,2 =/-l,2 


55,8 +/-1,4 


34,5 +/-1,4 


Epicarde 


48,2 +/-1,5 


57,8 +/-1,7 


64,2 +/-1,2 


36,7 +/-1,6 


R=Endo/Epi 


0, 93+/-0 r 02 


0,89+/~0,01 


0,87+/-0,01 


0,94+/-0,01 


Foie 


79+/-4 


78+/-4 


74+/-2 


66+/- 6 



10 



n = 6, m+/-ESM 

1 : C represente la concentration de NO dans le 
gaz administre. 

2 : d represente le debit du gaz au cours de 
I 1 injection. 



Les debits au niveau de 1' endocarde et de 
1' epicarde sont signif icativement augmentes par les 
faibles doses de NO. 

15 La Figure 1 annexee, tracee a partir des 

resultats obtenus aux exemples 2 A et 2B, rapporte les 
variations des debits sanguins au niveau de 
1' endocarde et de l 1 epicarde en fonction du debit de 
perfusion chez des rats sains. II resulte clairement 

20 de cette courbe que le debit sanguin tissulaire 
augmente proportionnellement au debit de perfusion, 
c'est-a-dire a la quantite totale de NO injectee. 

Neanmoins, on constate une nette diminution des 
debits sanguins avec une augmentation importante 

25 (d'un facteur 10) de la concentration en NO dans le 
gaz administre. 
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EXEMPLE 2C 

Une troisieme serie d 1 experiences a et§ realisee 
en suivant le protocole general expose a l'exemple 2 
a partir d'un groupe de 6 rats embolises auxquels on 
administre des melanges de NO et CO^. 

Le NO a ete perfuse pendant une minute aux doses 
un— debi-t^de— ; 



nvement" 

0,8 ml/mn et de 200 ppm avec un debit de 0,6 ml/mn, 

TABLEAU C 





Debits sanguins (ml/mn/100 g) 




Cl=20 ppm 


Cl=20 ppm 


Cl=20 ppm 


Cl=200 ppm 




d2=0,4 ml/mn 


d2=0,6 
ml/mn 


d2=0,8 ml/mn 


d2=0,6 ml/mn 


Endocarde 


42,2 +/-1,3 


46,2 «/-l,5 


51,8 +/-1,5 


38,0 */-l,8 


Epicarde 


41,2 +/~1,4 


43,2 +/-1,0 


44,2 +/~1,3 


38,8 +/-2,0 


R=Endo/Epi 


l,03+/-0,O3 


l,07+/~0,02 


l,17+/~0,03 1 


0,98+/-0,01 


Foie 


69+/-3 


68+/-3 


67+/-3 


68+/-3 
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n = 6, m+/-ESM 

1 : C represente la concentration de NO dans le 
gaz administre. 

2 : d represente le debit de gaz au cours de 
!■ injection. 



20 



25 



En fonction de la dose administree, le NO 
entraine une augmentation du debit au niveau de 
1» endocarde. Dans une plus faibie mesure, un effet 
identique est observe au niveau de 1" epicarde. Ceci 
se traduit par un retablissement du rapport R comme 
chez les temoins. 

La Figure 2 rassemble les resultats obtenus a 
cet exerople et ceux de l'exemple 2A mettant en jeu 



WO 97/15311 



15 



PCI7FR96/0161O 



des animaux embolises n'ayant subi aucune 
administration de gaz. Plus precisement, la courbe de 
la Figure 2 retrace les variations des debits 
sanguins au niveau de l'€picarde et de I'endocarde en 
5 fonction du debit de gaz injecte. 

En fait par rapport aux animaux non embolises, 

le NO aux doses faibles, entralne une redistribution 

des debits vers I'endocarde, region la plus 
ischemiee. Cet effet est associe a 1 1 augmentation 

10 globale du debit. 

Le NO redistribue done le sang vers les regions 
les plus embolisees, d'ou l'utilite des compositions 
de 1' invention dans le traitement d"infarctus aigus. 

Cette experience met par ailleurs en evidence 

15 1' absence d f activite du NO administr£ au niveau 
hepatique confirmant faction locale du monoxyde 
d' azote. De plus, on constate a nouveau qu'a une 
concentration tr op 6 levee (200 ppm) du NO dans le gaz 
injecte, l'effet therapeutique se trouve diminue. 

20 Apr£s chaque administration de gaz (exemples 2B 

et 2C) , du sang de chaque rat a 6te preleve. Les 
hematies separees du plasma ont ete hemolysees et le 
pourcentage de methemoglobine par rapport a 
l'hemoglobine a ete determine par spectrometrie UV 

25 sur un appareil UNICAM. Aucune modification du taux 
de methemoglobine n f a pu etre mise en evidence par 
rapport a un echantillon de sang de rat temoin. 

- 

EXEMPLE 3 

30 Cet exemple est une etude de la toxicite 

eventuelle du NO gazeux administre par yoie intra- 
cardiaque. En utilisant le meme protocole 
d 1 administration qu 1 expose a l 1 exemple 2A on a 
procede aux trois experiences suivantes: 
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EftEMPLE 3A 

Deux rats ont re<?u une perfusion de NO + co 2 a 
une concentration de 200 ppm en NO et un debit de 0 8 
ml/mn pendant 15 minutes. Des troubles passagers du 
comportement ont et6 observes pendant et a la fin de 
la perfusion; puis les rats ont retrouve un 
comportement normal (aucuire mortalite apres huit 
jours) . 
10 EXEMPLE 3B 

Quatre rats ont re<?u une perfusion de NO + C0 2 a 
une concentration de 200 ppm et un debit de 1,2 ml/mn 
pendant 15 minutes. Apres des convulsions, les 
15 animaux developpent une paralysie du train 
posterieur. Deux des 4 animaux sont morts dans 
I'heure qui suit la fin de la perfusion. Les deux 
autres survivent mais restent partiellement 
paralyses. 



20 



30 



EXEMPLE 3C 



Deux rats resolvent une perfusion de C0 2 a un 
debit de 1,2 ml/mn pendant 15 minutes. Une paralysie 
25 du train posterieur est observee sans mortality. 

La perfusion de NO + co 2 a un4 concentration de 
200 ppm et un debit de 1,2 ml/mn pendant 15 minutes 
entraine une mortalite de 50% des animaux alors qu'a 
un debit de 0,8 ml/mn il n'y a pas de mortalite. IL 
semble cependant que la vitesse de perfusion soit 
determinante puisque le C0 2 se revele presqu'aussi 
toxique. 
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Ainsi, il apparait que les doses toxiques sont 
nettement plus importantes que les doses actives, ce 
qui permet une utilisation therapeutique des 
compositions de 1* invention sans risque majeur. 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation d'une composition gazeuse 
contenant du monoxyde d'azote (NO) et du dioxyde de 
5 carbone (CO2) pour la fabrication d'un medicament 
gazeux destine au traitement ou a la prophylaxie par 
voie intra-vasculaire de l'ischemie. 
_ 2. Utilisation d • une composition gazeuse 

contenant du monoxyde d'azote (NO) et du dioxyde de 
10 carbone (C0 2 ) pour la fabrication d'un medicament 
gazeux destine au traitement ou a la prophylaxie par 
voie intra vascula ire de l'embolie. 

3. Utilisation selon l'une des revendications 1 
ou 2, caracterisee en ce que ledit medicament gazeux 

15 comprend, en outre, au moins un gaz choisi dans le 
groupe forme par le protoxyde d'azote, le xenon, le 
krypton et leurs melanges. 

4. Utilisation selon l'une des revendications 1 
a 3, caracterisee en ce que ledit medicament gazeux 

20 contient une concentration efficace de NO. 

5. Utilisation selon l'une des revendications 1 
a 4, caracterisee en ce que ledit medicament gazeux 
contient une concentration de NO comprise entre 1 et 
100 ppm. 

25 6. Utilisation selon l'une des revendications 1 

Si 5, caracterisee en ce que ledit medicament gazeux 
contient une concentration de NO comprise entre 15 et 
30 ppm. 

7. Utilisation selon l'une des revendications 1 
30 ou 2, caracterisee en . ce que la voie intravasculaire 

est la voie intra-arterielle. 

8. Utilisation selon l'une des revendications 1 
ou 2, caracterisee en ce que la voie intravasculaire 
est la voie intra-cardiaque. 



W097/1S311 FCMWiWMt 

9. Utilisation selon l^ne des revendications l 
ou 2, caracterisee en ce que la voie intravasculaire 
est la voie intra-veineuse . 
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